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RESUMO 
 
 
Neuropeptídeos tem um papel fundamental no funcionamento de todo o  
organismo e, em particular, no sistema nervoso central. A atividade de inúmeros 
neuropeptídeos, principalmente a interação com os respectivos receptores, tem sido 
amplamente estudada. Entretanto, recentemente, peptídeos intracelulares com atividade 
biológica têm sido encontrados em diversos modelos. A identificação e os mecanismos  
de geração desses peptídeos intracelulares ativos, a partir de precursores inativos ou 
ativos e os mecanismos de ação desses compostos, tem sido menos detalhados na 
literatura. Nosso interesse voltou-se então para a identificação e quantificação de 
peptídeos intracelulares em cérebro de camundongos C57/Bl6 controles ou submetidos a 
diferentes protocolos de privação do sono. No nosso estudo identificamos peptídeos 
intracelulares e neuropeptídeos com atenção especial para o peptídeo 
MAKVALIVILLFVL, fragmento do receptor melanopsina, que não tinha sido 
identificado em estudos peptidômicos anteriores. 
 
 
Palavras chave: Peptídeos; neuropeptídeos; sono; privação de sono; córtex; estriado; hipotálamo; 
hipocampo
ABSTRACT 
 
 
Neuropeptides have a fundamental role in the functioning of the whole organism 
and in particular in the central nervous system. The activity of a number  of  
neuropeptides, especially interaction with their receptors has been widely studied. 
However, recently, intracellular peptides with biological activity have been found in 
several models. The identification and generation mechanisms of these  assets  
intracellular peptides from inactive or active precursors and the mechanisms of action of 
these compounds has been less detailed in the literature. Our interest then turned to the 
identification and quantification of intracellular peptides in the brains of mice C57 / Bl6 
controls or subjected to different sleep deprivation protocols. In our study we identified 
intracellular peptides and neuropeptides with special attention to the 
MAKVALIVILLFVL peptide, Melanopsin receptor fragment, which had not been 
identified in previous peptidomics studies 
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1. INTRODUÇÃO 
 
1.1 Aspectos gerais 
No decorrer das últimas décadas, várias proteases endógenas foram isoladas e 
caracterizadas como possíveis metabolizadoras de neuropeptídeos (Barrett et al.  
1998). Embora a maior parte dessas enzimas ocorra no meio extracelular, o que é um 
pré-requisito essencial para que se possa associá-las ao metabolismo fisiológico de 
neuropeptídeos, muitas predominam no meio celular interno sem função definida e  
em um ambiente onde a composição peptídica é pouco conhecida. Algumas enzimas 
intracelulares, além das já bem conhecidas furinas, kex e convertases, processam 
proteínas e peptídeos dentro das células.  Várias  outras  endopeptidases  do citosol  
são conhecidas por sua seletividade para oligopeptídeos e, portanto, é pouco provável 
que sejam responsáveis pela clivagem inicial das proteínas e geradoras de peptídeos 
intracelulares. Exemplos incluem a enzima degradadora de insulina (Grasso et al. 
2009), as endopeptidases 24.15 (ou thimet oligopeptidase, EC 3.4.24.15) e 24.16 
(neurolisina, EC 3.4.24.16), a prolil endopeptidases (EC 3.4.21.26), entre outras 
(Turner and Nalivaeva 2007). Mas, embora essas enzimas não iniciem a clivagem das 
proteínas, devido a sua restrição quanto ao tamanho de substrato, podem contribuir 
para a produção dos peptídeos observados a partir de intermediários gerados pelo 
proteassoma. De fato, pouco se conhece sobre os processos de síntese e degradação  
de peptídeos intracelulares. No citosol, núcleo e mitocôndrias, peptídeos  são  
formados continuamente no processo natural de síntese e degradação de proteínas 
(Goldberg 2003). Em células eucarióticas, a maioria das proteínas destinadas à 
degradação são inicialmente marcadas por uma cadeia polipeptídica de ubiquitina, em 
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um processo dependente de energia, e posteriormente digeridas a pequenos peptídeos 
pela ação do proteassoma 26S, um grande complexo proteolítico envolvido, dentre 
outras ações, na regulação da divisão celular, expressão gênica e apresentação 
antigênica, (Orlowski 1990; Lecker and Goldberg 2002). Este complexo multi- 
catalítico 26S é formado pela associação das subunidades 19S e 20S, que constituem  
a forma ativa do proteassoma in vivo, responsável por grande parte do processo  
regular de degradação intracelular de proteínas ou turnover proteico (Glickman and 
Ciechanover 2002; Goldberg 2003). Em células de mamíferos, peptídeos 
intracelulares gerados pelo proteassoma podem escapar da degradação  completa  
sendo apresentados pelo sistema imune em complexo com moléculas de 
histocompatibilidade de classe I (MHC-I) (Goldberg et al, 2002; Rock et al, 2002). 
Em eucariontes, por exemplo, de 30 a 90% das proteínas recém-sintetizadas podem  
ser degradadas pelo proteassoma em minutos (Lecker  and  Goldberg  2002).  
Portanto, a ação concomitante do proteassoma e de outros sistemas proteolíticos 
extralisossomais (Niedermann et al. 1999; Kessler et al, 2002), em diferentes 
ambientes celulares (e.x. citosol, núcleo e mitocôndrias), sugere constante formação e 
liberação de peptídeos livres dentro das células eucariontes (Goldberg 2003; Pickart 
2004). Estudos demonstraram que peptídeos gerados pela proteólise extralisossomal 
(e.g. proteassoma e oligopeptidases) podem exercer um papel fisiológico importante 
modulando a transdução de sinal de receptores acoplados a proteínas G (GPCRs) 
(Cunha et al, 2008) ou tirosina quinases (Berti et al, 2012). Atualmente, centenas de 
peptídeos intracelulares foram identificados em linhagens celulares humanas e em 
cérebros de camundongos (Berti et al, 2009; Berti et al., 2012; Castro et al, 2010; 
Cunha et al., 2008; Fricker et al., 2012; Gelman et al, 2011). Em conjunto, esses  
dados  sugerem  que  o  metabolismo  de  peptídeos  intracelulares  pode  ter  um papel 
importante  na  fisiologia  e  assim  apresentar  interesse  tanto  do  ponto  de  vista da 
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compreensão da biologia celular quanto potencial de aplicação clínica. Visto que os 
peptídeos intracelulares podem ter efeitos generalizados em muitos processos celulares, 
passa a ser importante o desenvolvimento de um método compatível e robusto para 
determinação de suas concentrações. 
 
1.2 Hemopressina 
 
O primeiro peptídeo intracelular com atividade biológica caracterizada foi denominado 
hemopressina (HP; Rioli et al, 2003). A HP é um fragmento da cadeia alfa da hemoglobina  
de sequência PVNFKFLSH, que foi observado ser um substrato 11 vezes mais susceptível à 
hidrólise pela enzima-conversora de angiotensina (ECA) do que a própria angiotensina II.  
Essa informação levou à avaliação do efeito farmacológico da HP, que administrada por via 
intravenosa em ratos anestesiados reduz significativamente a pressão arterial; por essa razão o 
nome hemopressina (Rioli et al. 2003). Essa resposta farmacológica hipotensora depende da 
formação de óxido nítrico (NO) e não de produtos da ciclo-oxigenase como a prostaciclina . 
Injetada intra-arterial ou intravenosa a HP induz hipotensão, sugerindo uma ausência de 
inativação cardíaca/pulmonar em contraste com aquela observada para a bradicinina (Blais et 
al, 2005) Como é comum aos peptídeos bioativos, a HP apresenta outras atividades 
farmacológicas além da hipotensiva. A sequência da HP de ratos é conservada em humanos e 
camundongos, exceto pelo aminoácido fenilalanina que em camundongos e humanos é 
substituído por uma leucina (sublinhada: PVNFKLLSH;   Dale   et     al,     2005.).     Estudos 
peptidomicos  posteriores,  utilizando  técnicas  de espectrometria de massas identificaram   
em cérebro de camundongos várias formas estendidas no N- terminal da HP, sendo as mais 
frequentes RVD-HP e VD-HP (Gomes et al, 2009). A administração intratecal de VD-HP 
também produz diminuição dependente da dose na pressão arterial média, o que não foi 
influenciada pela AM251 antagonista do receptor CB1 ou a AM630 antagonista do receptor 
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CB2, sugerindo que VD-HP reduz a pressão arterial média através de um receptor distinto de 
CB1 e CB2 (Li et al, 2014). 
A administração de HP por via oral, intraperitoneal ou intraplantar apresenta 
propriedade farmacológica antinociceptiva em ratos e camundongos, bloqueando a 
hiperalgesia induzida por carragenina ou bradicinina (Dale et al, 2005; Toniolo et al, 2014;  Li 
et al, 2014). Fragmentos de HP como a HP1-6 (PVNFKF) e HP1-7 (PVNFKFL) são tão eficazes 
como a HP em exercer efeito antinociceptivo no modelo de carragenina em ratos, ao passo 
que os fragmentos mais curtos como HP1-5 (PVNFK) e HP1-4 (PVNF) são inativos (Dale et al, 
2005). A naloxona não é capaz de antagonizar a atividade farmacológica antinociceptiva de 
HP, sugerindo que seu efeito não seja receptores por receptores opióides (Dale et al, 2005). 
De fato, um screening farmacológico revelou que a ligação seletiva da  HP ocorre em 
receptores canabinóides do tipo 1 (CB1) e não em outros membros da família de receptores 
acoplados a proteínas G (incluindo para os receptores CB2; Heimann et al, 2007). A HP se 
comporta como um agonista inverso de receptores CB1, sendo capaz de bloquear a atividade 
constitutiva destes receptores na mesma extensão que o antagonista rimonabanto (Heimann et 
al, 2007). A constatação de que a HP é um ligante CB1 foi corroborada por análises 
estruturais, mostrando o encaixe da HP e HP1-6 no receptor CB1 (Scrima et al, 2010). 
A análise molecular adicional sugeriu que as formas estendidas VD-HP e RVD-HP 
também  se ligam com seletividade em receptores CB1, no entanto agindo como agonistas,     
e não agonistas inversos (Gomes et al, 2009). Um número ainda maior de derivados de HP 
com extensões no N- terminal (contendo entre 12 e 23 aminoácidos) foram descritas mais 
recentemente com ação alostérica negativa de receptores CB1 (Bauer et al, 2012). 
Examinando o efeito da HP no comportamento alimentar, Dodd et al (2010) 
corroboraram que os receptores CB1 são o alvo molecular da HP in vivo, considerando que os 
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efeitos farmacológicos da HP não foram observados em camundongos knockout sem 
receptores CB1 (Dodd et al, 2010). Neste estudo Dodd et al, (2010) administraram HP, por 
via intraperitoneal e intracerebroventricular, em ratos e camundongos o que causou uma 
diminuição da ingestão alimentar dose-dependente, sem causar efeitos colaterais óbvios. 
Recentemente, a HP foi ainda demonstrada aumentar a diferenciação oligodendroglial em 
células pluripotentes neurais da zona subventricular, que são uma fonte neuronal de 
oligodendrócitos, que podem ser usados em medicina regenerativa de mielina (Xapelli et al., 
2014). A existência e potencial importância fisiológica e farmacológica das hemopressinas é 
corroborada pela demonstração que neurônios do cérebro humano e de roedores expressam as 
cadeias alfa e beta da hemoglobina (Richter et al. 2009). Esses dois últimos estudos abriram 
uma nova perspectiva para o uso clínico da HP, tanto no tratamento de distúrbios metabólicos 
como na remielinização neuronal. 
 
 
1.3 Peptídeos e sono 
 
Peptídeos são produzidos pelas células a partir de proteínas sintetizadas 
especificamente para esta finalidade, ou como subprodutos do metabolismo proteico. 
Muitos dos produtos formados no primeiro caso são conhecidos agentes moduladores da 
comunicação celular (neuropeptídeos), contribuindo assim para a manutenção da 
homeostase de organismos vivos. No segundo caso, em compartimentos outros que não 
aqueles especializados em degradação proteica, mecanismos celulares específicos 
envolvendo o complexo catalítico do proteassoma, induzem proteínas à digestão limitada, 
gerando peptídeos intermediários, que apenas recentemente vêm sendo identificados 
(Dasgupta et al, 2014; Gelman et al, 2013; Fricker et al, 2012; Gelman et al, 2011; 
Gelman et al, 2010). 
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Os neuropeptídeos participam na regulação de inúmeras funções do sistema 
nervoso central (SNC) como regulação dos estados de vigília-sono (Steiger and Holsboer 
1997), nocicepção, cognição, modulação do estresse, consumo alimentar, tônus 
adrenérgico, entre outros (Hook et al. 1994). Os peptídeos ACTH, fator liberador de 
corticotrofina (CRF ou CRH), arginina vasopressina e substância P facilitam a vigília e, 
portanto, exercem um papel modulador no sono (Hipólide, 2008). 
No entanto, o papel dos peptídeos intracelulares, permanece pouco conhecido em 
processos fisiológicos e patológicos, incluindo o sono, onde os neurotransmissores peptídicos 
são bem estudados. 
 
 
1.4 Sono 
 
O sono representa um estado comportamental reversível de desligamento da percepção 
do ambiente com modificação do nível de consciência e da responsividade a estímulos 
internos e externos. Trata-se de um processo ativo envolvendo múltiplos e complexos 
mecanismos fisiológicos e comportamentais em vários sistemas e regiões do sistema nervoso 
central (SNC) (Kryger et al. 2005). 
O estudo da fisiologia do sono tem-se destacado como área de grande interesse tanto 
pelo aspecto básico, fornecendo informações sobre o funcionamento, regulação e papel desse 
estado de consciência, quanto pelas importantes implicações para a saúde pública, advindas 
dos distúrbios de sono, como causa ou como consequência de outras patologias, por exemplo, 
as cardiovasculares. (Tufik 2008; Siegel 2004; Hoffmann et al. 2004). 
O sono nos mamíferos apresenta duas fases distintas: o sono de ondas lentas ou  
NREM (non-rapid eye movement) e o sono paradoxal ou REM (rapid eye movement). Os 
termos NREM e REM são utilizados preferencialmente em humanos e sono de ondas lentas e 
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sono paradoxal no sono de animais (Tufik et al. 2009). Ratos e camundongos apresentam 
sono polifásico (vários ciclos sono-vigília por dia) e dormem aproximadamente 13 horas. A 
análise do eletroencefalograma (EEG) mostrou semelhanças ao sono humano (Timo-Iaria et 
al. 1970;Staunton 2005). 
 
1.5 Privação e restrição do sono 
 
Em consequência do cenário econômico, a população brasileira é induzida a prolongar a 
jornada de trabalho para manter uma condição digna de sobrevivência que, associada à 
deficiência da infraestrutura de transporte coletivo nas grandes cidades, culmina com a 
diminuição do período disponível para descanso. Além isso, a exposição à luz artificial 
ampliou o período das atividades de lazer, prolongando a vigília. A prevalência de distúrbios 
de sono e a restrição crônica de sono têm aumentado nos habitantes de cidades  industrializadas 
(Tufik et al. 2009). Efeitos da privação de sono no balanço energético têm sido relatados 
durante décadas (Spiegel et al. 2005). 
Em seres humanos algumas das condições de privação de sono são a insônia e a 
síndrome da apnéia obstrutiva do sono (SAOS). (Tufik et al. 2010). 
A privação de sono é uma das principais ferramentas de estudo que nos levam à 
compreensão da fisiologia e dos mecanismos de regulação do ciclo vigília-sono bem  como  
das consequências da falta de sono. O primeiro modelo animal desenvolvido para o estudo  dos 
efeitos da privação sono foi proposto em cães por Marie de Manacéine em 1894  (Suchecki and 
D'Almeida V 2008), e posteriormente adaptado para gatos (JOUVET et al. 1964) e ratos 
(Cohen and Dement 1965). Nesse procedimento, os animais eram colocados sobre uma 
plataforma circular única de 6,5 cm de diâmetro e circundados por água. Com a atonia 
muscular, característica da fase paradoxal de sono, os ratos apresentavam perda do equilíbrio 
postural, caindo na água e consequentemente acordando. 
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Diante da restrição de sono imposta à sociedade moderna, propôs-se um modelo 
 animal  que  mimetizasse  essas  condições.  Assim,  o  protocolo  experimental  proposto por 
Machado e colaboradores (2005) caracterizou-se por alojar diariamente os ratos sobre uma 
plataforma circular em um tanque durante 18 horas (das16h às 10h do dia seguinte), seguido de 
uma janela de sono de 6 horas (das10h às 16h). Nesse procedimento experimental foram 
observadas redução de sono de ondas lentas e supressão do sono paradoxal durante o período de 
18 horas de RS. Entretanto, nas 6 horas em que era permitido que os animais dormissem, 
observou-se um rebote de sono, preferencialmente de sono paradoxal (Machado et al. 2005b). 
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2. OBJETIVO 
 
 
Objetivo Geral: 
 
Desenvolver um método para a identificação e quantificação de peptídeos 
intracelulares em cérebro de camundongos 
 
Objetivos específicos: 
 
 Identificação e quantificação de peptídeos intracelulares em cérebro de 
camundongos 
- Em regiões específicas (Hipotálamo, Hipocampo, Córtex e Estriado) 
 
- Em condições especificas (Privação de 72 horas, Rebote de 24 horas, 
Restrição 15 dias, controle) 
 
 Procurar correlações entre as mudanças no perfil peptídico intracelular e 
consequências da privação de sono. 
 Determinar a concentração relativa de hemopressinas HP, RVD-HP e VD-HP 
em regiões do sistema nervoso central relacionadas com o sono paradoxal, 
como hipotálamo, hipocampo, córtex total, estriado, de animais privados por  
72 horas de sono, rebote de sono por 24 horas e seus respectivos controles. 
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3. Plano de trabalho 
Experimento 1 – Preparo dos camundongos em condições padrões e de boa prática de 
experimentação animal, seguida dos procedimentos experimentais para dissecção de áreas 
cerebrais específicas de camundongos controle e submetidos à privação e restrição de sono. 
Experimento 2 – Extração de peptídeos de áreas cerebrais específicas de  
camundongos controle e submetidos à privação e restrição de sono 
Experimento 3 – Quantificação absoluta de peptídeos de áreas cerebrais específicas  
de camundongos controle e submetidos à privação e restrição de sono utilizando o reagente 
fluorescamina. 
Experimento 4 – Análises por espectrometria de massas (nanoLC/MS/MS) para 
quantificação relativa de peptídeos de áreas cerebrais específicas de camundongos controle e 
submetidos à privação e restrição de sono 
Experimento 5 – Análise de dados pelo software mascot 
 
 
4. MATERIAL E MÉTODO 
 
4.1 Animais 
 
Foram utilizados camundongos C57/BL6, machos, adultos, pesando entre 25 g e 30 g, 
provenientes do biotério do Centro de Desenvolvimento de Modelos Experimentais para a 
Medicina e Biologia (CEDEME) da Universidade Federal de São Paulo. Os animais foram 
alojados no Biotério do Departamento de Psicobiologia da Universidade Federal de São 
Paulo. Os animais foram mantidos em temperatura controlada (20 a 22 °C), ciclo 
claro/escuro de 12 h e alimentados com ração balanceada e água. Os animais foram tratados 
de acordo com os princípios e diretrizes para o cuidado de animais de laboratório em  
estudos envolvendo dor (ZIMMERMANN, 1983). Todos os procedimentos    experimentais 
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foram realizados de acordo com as normas do Comitê de Ética em Experimentação Animal 
da UNIFESP e o projeto aprovado com número 7859280114. As determinações 
experimentais foram realizadas em 4 replicatas, sendo 20 animais para cada replicata. 
 
 
4.2 Animais submetidos aos modelos de privação e restrição de sono 
 
A privação de sono foi feita através dos métodos de plataformas múltiplas 
(adaptado de Suchecki e Tufik, 2000). O método das plataformas múltiplas consiste em 
colocar um grupo de animais em tanques de água (41 cm x 34 cm x 16.5cm) contendo 12 
plataformas de 3 cm de diâmetro, com nível de água 1cm abaixo da superfície das mesmas. O 
princípio dessa metodologia apoia-se no fato de que durante o sono, principalmente durante o 
sono paradoxal, há atonia muscular, fazendo com que os animais toquem na água e acordem. 
A privação de sono paradoxal teve duração de 72 horas. Já a restrição crônica 
foi realizada durante 15 dias, permitindo o sono das 10:00 às 13:00 em suas caixas-moradia. 
Os animais controle foram submetidos a todos os procedimentos pré-restrição, mas durante o 
experimento foram mantidos em suas caixas. Comida e água foram fornecidas ad libitum 
(Machado et al. 2005a). Cada replicata, que foi realizada em períodos diferentes, continha os 
grupos Controle, Privação de sono paradoxal por 72 horas, Restrição de sono por 15 dias e 
Rebote. 
 
 
4.3 Isolamento de tecidos e peptídeos dos cérebros de camundongos 
 
O isolamento de peptídeos de tecido de cérebro de camundongos foi realizado como 
descrito anteriormente (BERTI et al., 2009; CHE et al., 2001; CUNHA et al., 2008). Os 
animais foram eutanasiados por deslocamento cervical e posteriormente decapitados. Para 
interromper  a  atividade  enzimática,  os  encéfalos  foram  dispostos  no  microondas  por  7 s 
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(potência Medium High) juntamente com dois béqueres contendo 50 mL de água, 
imediatamente após a eutanásia. Após essa fase, os encéfalos foram dissecados nas áreas de 
interesse (e.g. hipocampo, hipotálamo, córtex, estriado) e transferidos para um tubo Falcon 
contendo 1 mL de água a 80 °C, homogeneizados com o auxílio de um homogeneizador de 
tecidos (Tissue Tearor, Bio Spec Products Inc., Bartlesville, OK, USA) e mantidos em banho 
maria a 80 °C por 20 min. Em seguida as amostras da mesma região e condição experimental 
foram reunidas em pools. (Diagrama 1 e 2). 
 
Diagrama 1. Divisão das replicatas nas condições submetidas 
Controle 5 animais 
Privação 5 animais 
Replicata 
1/2/3 ou 4 
Restrição 5 animais 
Rebote 5 animais 
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Diagrama 2. Amostra separada em pools referente a condição e replicata 
 
 
Em seguida, os homogenatos foram resfriados a 4 °C para adição de 20 μL de HCl 
(Merck, Darmstadt, Alemanha) 5 M para concentração final de 10 mM. As amostras foram 
sonicadas (20 pulsos – 4 Hz de aproximadamente 1 s) e submetidas a centrifugação por 40 
minutos a 1500 x g, 4 °C. O sobrenadante foi transferido para tubos de ultracentrífuga e 
centrifugado a 100.000 x g por 1 hora a 4 °C. O sobrenadante foi filtrado em membrana 
Millipore que permite a passagem de moléculas com peso molecular inferior a 5 kDa 
(Centrifugal Filter Unit, MILLIPORE, 5.000 NMCO). O eluato (fração contendo moléculas < 
5 kDa) foi purificado em pré-colunas OASIS (Waters), lavado com metanol (Merck, 
Darmstadt, Alemanha - 5% e eluído em metanol 100% + 0,15% de ácido trifluoracético 
(Merck, Darmstadt, Alemanha - TFA). O volume do material foi reduzido ao mínimo 
(aproximadamente 5 μL) por centrifugação a vácuo (Speed Vac , Eppendorf do Brasil Ltda, 
São Paulo, SP, Brasil) e estocado a - 80 °C até o momento de uso. 
Hipotálamo 5 animais 
Pool privação 
hipotálamo 1 
Hipocampo 5 animais 
Privação 
replicata 1 
Pool privação 
Hipocampo 1 
Córtex 5 animais 
Pool privação 
Córtex 1 
Estriado 5 animais 
Pool privação 
Estriado 1 
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4.4 Marcação Isotópica 
 
Para a marcação isotópica foram adicionados 4µl Paraformaldeido leve (37% - CH2O, massa: 
 
30.03 Da) nas amostras e paraformaldeído pesado (20% - CD2O, massa: 32.038 Da) nos padrões 
(GDVNTDRPGLLDL, TVGDVNTDRPGLLDL, ELFADKVPKTAENFR, PVNFKLLSH e 
RVDPVNF), 4 µl de Cianoborohidreto (NaBH3CN) 0,6M e foi incubado por 2h30min. Em seguida 
16 ul de bicarbonato de amônio 1% foram adicionados juntamente com, 8 ul de Ácido fórmico 5% 
(esse passo foi feito no gelo). O pH foi medido e ajustado entre 2 e 4. 
 As amostras foram passadas na coluna Oasis ® Waters (coluna de fase sólida) para purificação, 
primeiro adicionando 1mL de acetonitrila 100% (serve para ativar a coluna), 1 mL de acetonitrila 
5% + 0,1% TFA (para lavar a coluna), a amostra foi aplicada em 1mL de Acetonitrila 5% + 0,1% 
TFA e eluída com 1,5 mL de Acetonitrila 100% + 0,15% TFA ( nesse passo foi coletada a amostra). 
As amostras de peptídeos (1-3.2 µg) foram ressuspensas em 10 µL de de ácido fórmico 
0,1% (Solvente A) e submetidas a análise por cromatografia liquida Easy NLC II (Thermo 
Scientific, USA) acoplada com o espectrômetro de massa LTQ-Orbitrap vellus (Thermo 
Scientific, USA). Os peptídeos foram separados em um gradiente de eluição de 5-45% de 
solvente B (0,1% de ácido fórmico em acetonitrila) por 90 min em fluxo de 200 nL/min. As 
amostras foram  passadas em uma pré-coluna (ID 360μm OD x 100 micron). Os dados foram 
adquiridos automaticamente depois da geração de múltiplos peptídeos protonados pelo ESI 
(Eletro spray  de ionização), seguido pela dissociação MS/MS (Top 10) pela colisão com 
nitrogênio (ICD) em uma intensidade de 10 a 30 eV , tensão capilar de 2,3 kV. O tempo de 
injeção no Ion-trap foi fixado em 100ms e a injeção FT-MS com uma resolução de 1000ms 
30,000 a m/z 300-1800. A varredura da fragmentação foi realizada com o mínimo de 5000 
contagens e uma exclusão dinâmica em 70 segundos. Os peptídeos identificados foram 
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selecionados seguindo critério de que deveriam aparecer em pelo menos 2 replicatas de cada 
região e condição analisada. 
4.6 Análises cromatográficas e espectrometria de massas 
 
As análises dos peptídeos foram feitas através do software Mascot (utilizando banco de dados 
NCBI vide material suplementar) e Xcalibur. Os arquivos gerados em extensão “raw” foi 
convertido para extensão “mgf” pelo programa Mascot Distiller. Os parâmetros aplicados 
foram: Sem enzima; Quantitação; Dimetilação impar ou par; variações modificáveis: Acetyl-  
N- terminal e oxidação (M), a tolerância de erro utilizada para Ms/Ms foi de 0,5 Da. 
23  
4. RESULTADOS 
Peptídeos intracelulares e alguns neuropeptídeos conhecidos foram identificados nos 
extratos dos diferentes tecidos (córtex, estriado, hipocampo e hipotálamo), entretanto os  
fragmentos da hemopressina não foram identificados. As sequências de aminoácidos dos peptídeos 
intracelulares encontrados e suas proteínas de origem estão apresentadas nas Tabelas 1a-4a e dos 
neuropeptídeos nas Tabelas 1b-4b 
Tabela 1a. Peptídeos Intracelulares identificados a partir da análise em extrato de Córtex de 
cérebros de camundongo C57/Bl6 
 
 
Proteína Precursora Sequência 
Actin, cytoplasmic 2 ISKQEYDESGPSIVH 
Acyl-CoA-binding protein ATVGDVNTDRPGLLDL 
ADP/ATP translocase 1 VLVLYDEIKKYV 
Calmodulin GDGQVNYEEFVQMMTAK 
Hemoglobin subunit alpha SLDKFLASVSTVLTSKYR 
Neurogranin KGPGPGGPGGAGGARGGAGGGPSGD 
 
 
 
 
Tabela 1b. Neuropeptídeos identificados a partir da análise em extrato de cérebros de Cótex de camundongo 
C57/Bl6 
 
Proteína Precursora Sequência 
Proenkephalin-A SPQLEDEAKELQ 
ProSAAS SLSAASAPLVETSTPLRL 
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Tabela 2a. Peptídeos Intracelulares identificados a partir da análise em extrato de Estriado de 
cérebros de camundongo C57/Bl6 
 
Proteína Precursora Sequência 
Acyl-CoA-binding protein SHFKQATVGDVNTDRPGLLDL 
Acyl-CoA-binding protein ATVGDVNTDRPGLLDL 
ADP/ATP translocase 1 VLVLYDEIKKYV 
Calmodulin GQVNYEEFVQMMTAK 
Claudin YYSSGSSSPTHAKSAHV 
Hemoglobin subunit alpha VTLASHHPADFTPAVHASLDKFLASVSTVLTSKYR 
Neurogranin GGPGGAGGARGGAGGGP 
 
 
 
 
Tabela 2b. Neuropeptídeos identificados a partir da análise em extrato de Estriado de cérebros de 
camundongo C57/Bl6 
 
 
Proteína Precursora Sequência 
Proenkephalin-A SPQLEDEAKELQ 
ProSAAS SLSAASAPLVETSTPLRL 
 
 
Tabela 3a. Peptídeos Intracelulares identificados a partir da análise em extrato de Hipocampo de 
cérebros de camundongo C57/Bl6 
 
 
Proteína Precursora Sequência 
Acyl-CoA-binding protein ATVGDVNTDRPGLLDL 
Cytochrome c oxidase subunit 5A RPTLNELGISTPEELGLDKV 
Hemoglobin subunit alpha SLDKFLASVSTVLTSKYR 
Melanopsin MAKVALIVILLFVL 
Neurogranin KGPGPGGPGGAGGARGGAGGGPSGD 
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A EDENFILKHTGPGILSM 
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP1A VFDVELLKLE 
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Tabela 3b. Neuropeptídeos identificados a partir da análise em extrato de Hipocampo de 
cérebros de camundongo C57/Bl6 
 
 
Proteína Precursora Sequência 
Proenkephalin-A SPQLEDEAKELQ 
ProSAAS SLSAASAPLVETSTPLRL 
 
 
Tabela 4a. Peptídeos Intracelulares identificados a partir da análise em extrato de Hipotálamo de 
cérebros de camundongo C57/Bl6 
 
Proteína Precursora Sequência 
Acyl-CoA-binding protein ATVGDVNTDRPGLLDL 
Acyl-CoA-binding protein VEKVDELKKKYGI 
Acyl-CoA-binding protein SHFKQATVGDVNTDRPGLLDL 
Hemoglobin Subunit alpha SLDKFLASVSTVLTSKYR 
Melanopsin MAKVALIVILLFVL 
Neurogranin KGPGPGGPGGAGGARGGAGGGPSGD 
 
 
 
 
 
Tabela 4b. Neuropeptídeos identificados a partir da análise em extrato de Hipotálamo de 
cérebros de camundongo C57/Bl6 
 
 
Proteína Precursora Sequência 
Proenkephalin-A SPQLEDEAKELQ 
ProSAAS SLSAASAPLVETSTPLRL 
Secretogranin-2 SVFQELGKLTGPSNQ 
 
 
 
 
Dois peptídeos intracelulares, ATVGDVNTDRPGLLDL, 
SLSAASAPLVETSTPLRL e o neuropeptídeo SPQLEDEAKELQ, apareceram em todas as 
regiões analisadas (hipotálamo, hipocampo, córtex e estriado); (Figura 1- 4 diagrama de Venn; 
Tabela 5- 8). O peptídeo ATVGDVNTDRPGLLDL, além de ter sido identificado em todas as 
regiões investigadas, também aparece em todas as condições experimentais a que os animais 
foram submetidos (controle, privação, restrição e rebote). Na região do estriado o peptídeo 
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SLSAASAPLVETSTPLRL foi encontrado em todas as condições experimentais às quais os 
animais foram submetidos (Figura 3). No entanto, nas regiões do hipotálamo, hipocampo e 
córtex, o peptídeo SLSAASAPLVETSTPLRL foi encontrado somente nas condições controle  
e privação (Figura 1, 2 e 4). Nas regiões do estriado e hipocampo o peptídeo 
SPQLEDEAKELQ foi encontrado em todas as condições experimentais avaliadas (controle, 
privação, restrição e rebote) (Figura 3 e 4), enquanto no hipotálamo foi encontrado nas 
condições privação, restrição e rebote (Figura 2), e no córtex foi encontrado nas condições 
privação e restrição (Figura 1 Diagrama de Venn). 
O peptídeo MAKVALIVILLFVL foi encontrado somente nas regiões do hipocampo e 
hipotálamo, sendo que no hipocampo foi identificado apenas na condição experimental 
“rebote”, enquanto que no hipotálamo foi identificado somente na condição experimental 
“restrição” (Figuras 2 e 4 Diagrama de Venn). 
27  
 
 
Fig 1. Diagrama de Venn para os peptídeos na região do Córtex de camundongos C57/Bl6 sob 
diferentes condições experimentais 
 
 
Tabela 5. Peptídeos  da região do córtex descritos no diagrama de Venn 
 
 
 
Peptídeo Representação alfabética 
ISKQEYDESGPSIVH A 
ATVGDVNTDRPGLLDL B 
VLVLYDEIKKYV C 
GDGQVNYEEFVQMMTAK D 
SLDKFLASVSTVLTSKYR E 
KGPGPGGPGGAGGARGGAGGGPSGD F 
SPQLEDEAKELQ G 
SLSAASAPLVETSTPLRL H 
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Fig 2. Diagrama de Venn para os peptídeos na região do Hipotálamo de camundongos 
C57/Bl6 sob diferentes condições experimentais 
 
 
Tabela 6. Peptídeos  da região do Hipotálamo descritos no diagrama de Venn 
 
 
 
Peptídeo Representação alfabética 
ATVGDVNTDRPGLLDL B 
SLDKFLASVSTVLTSKYR E 
SPQLEDEAKELQ G 
SLSAASAPLVETSTPLRL H 
VEKVDELKKKYGI I 
SHFKQATVGDVNTDRPGLLDL J 
MAKVALIVILLFVL K 
SVFQELGKLTGPSNQ L 
KGPGPGGPGGAGGARGGAGG M 
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Fig 3. Diagrama de Venn para os peptídeos na região do Estriado de camundongos C57/Bl6 
sob diferentes condições experimentais 
 
 
 
 
Tabela 7. Peptídeos da região do Estriado descritos no diagrama de Venn 
 
 
 
Peptídeo Representação alfabética 
ATVGDVNTDRPGLLDL B 
VLVLYDEIKKYV C 
SPQLEDEAKELQ G 
SLSAASAPLVETSTPLRL H 
GGPGGAGGARGGAGGGP N 
YYSSGSSSPTHAKSAHV O 
VTLASHHPADFTPAVHASLDKFLASVSTVLTSKYR P 
GQVNYEEFVQMMTAK Q 
SHFKQATVGDVNTDRPGLLD R 
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Fig 4. Diagrama de Venn para os peptídeos na região do Hipocampo de camundongos C57/Bl6 
sob diferentes condições experimentais 
 
 
 
Tabela 8. Peptídeos da região do Hipocampo descritos no diagrama de Venn 
 
 
Peptídeo Representação alfabética 
ATVGDVNTDRPGLLDL B 
SLDKFLASVSTVLTSKYR E 
KGPGPGGPGGAGGARGGAGGGPSGD F 
SPQLEDEAKELQ G 
SLSAASAPLVETSTPLRL H 
MAKVALIVILLFVL K 
EDENFILKHTGPGILSM S 
VFDVELLKLE T 
RPTLNELGISTPEELGLDKV U 
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5. DISCUSSÃO 
 
Estudos de peptidômica em cérebro de camundongos identificaram diversos 
peptídeos intracelulares e neuropeptídeos em regiões diversificadas (Che et al, 2006; 
Fricker, 2010; Berezniuk et al, 2010; Berezniuk et al, 2013). Fricker (2010) identificou 
850 peptídeos usando MS/MS, sendo 271 neuropeptídeos em extratos de cérebro de 
camundongos. Entretanto 1000 peptídeos foram detectados, porém não foram 
identificados. 
 
Embora nosso objetivo principal fosse identificar hemopressinas pudemos  
encontrar peptídeos intracelulares e neuropeptídeos. As hemopressinas não foram 
identificadas nas regiões analisadas, isto pode vir ao encontro do estudo de Hofer et al 
(2015) em que identificaram os fragmentos de VD, RVD-hemopressina somente em 
regiões com a presença de neurônios noradrenérgicos, implicando provavelmente em 
quantidades muito pequenas quando se disseca o cérebro em várias regiões. Como esse 
estudo (Hofer et al. 2015) foi publicado após o término da nossa fase experimental, não 
houve tempo para considerar essa informação no isolamento dos tecidos. 
Os peptídeos encontrados em nosso estudo, tanto os intracelulares como os 
neuropeptídeos, foram também achados nos estudos de peptidômica citados acima 
validando a nossa metodologia, porém com exceção do peptídeo intracelular 
MAKVALIVILLFVL (representação alfabética: K; fig. 4) que não foi identificado em 
nenhum desses estudos. 
 
A Melanopsina (OPN4) é um fotopigmento retinal, não envolvido na formação de 
imagens da visão, que medeia uma grande variedade de respostas, incluindo arrastamento 
circadiano (Jagannath et al, 2015,Vandewalle et al, 2007), indução do sono (Jagannath et 
al, 2015 apud Lupi et al, 2008) e a resposta pupilar à luz (Jagannath et al, 2015 apud 
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Lucas et al, 2003). Melanopsina é encontrada na retina e nas células ganglionares da 
retina, estando co-localizada com o polipeptídeo ativador da adenilato-ciclase pituitária 
(PACAP) (Ruby et al, 2002). PACAP está presente em células ganglionares do trato 
retino hipotalâmico que diretamente inervam o núcleo supraquiasmático (Ruby et al, 
2002). Essa localização da melanopsina corrobora o nosso achado na região do 
hipotálamo de um peptídeo de sequencia MAKVALIVILLFVL derivado da melanopsina 
(Tabela 4a). Esse peptídeo foi encontrado na região do hipocampo apenas em animais 
submetidos à restrição de sono. É importante salientar que esse peptídeo nunca havia sido 
encontrado anteriormente em mais de 200 estudos de peptidômica de cérebro de 
camundongos e células humanas realizados (Ferro ES e Fricker LD, comunicação 
pessoal). Futuros estudos serão necessários para investigar a possível função biológica do 
peptídeo MAKVALIVILLFVL no sono, entre outras. 
Outro peptídeo intracelular identificado foi o ATVGDVNTDRPGLLDL 
Representação alfabética B; figs 1 a 4), um fragmento biologicamente ativo do inibidor  
da ligação do diazepam (DBI) (Leprince et al, 2006), l que exerce diversas atividades 
comportamentais e neurofisiológicas (Leprince et al, 2006). O DBI é um ligante do sitio 
de benzodiazepínicos, sendo expresso de forma endógena no cérebro (Christian et al, 
2013), estando associado com a modulação da transdução do sinal em receptores do tipo 
GABAa (Bouyakdan et al, 20). O GABA por sua vez atua na geração do sono NREM e 
agonistas GABAérgicos geram sono de ondas lentas (Mathias et al, 2001). O DBI foi 
detectado anteriormente em todas as áreas do cérebro, com níveis elevados no  
hipocampo, amígdala e cerebelo (Alho et al, 1995). Esses dados são corroborados pelo 
nosso trabalho que mostram o peptídeo DBI nas quatro áreas estudadas (Córtex, 
Hipocampo, Hipotálamo e Estriado). Sugere-se que a família de peptídeos derivados da 
proteína de 10 kDa do DBI, também conhecida como acyl-CoA binding protein (ACBP), 
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desenvolva diversas funções como aumento da agressão (Christian et al, 2013 apud 
Kavaliers ; Hirst,1986) e diminuição do sono (Christian et al, 2013 apud Dong et al., 
1999). 
Os neuropeptídeos são um amplo conjunto de moléculas estruturalmente diversas, 
fisiologicamente ativas em baixas concentrações e que se localizam de  forma  
heterogênea nas regiões cerebrais (Hatcher et al, 2008). Participam na regulação de 
inúmeras funções do sistema nervoso central como regulação dos estados de vigília- sono 
(Steiger and Holsboer 1997), nocicepção, cognição, modulação do estresse, consumo 
alimentar, tônus adrenérgico, entre outros (Hook et al. 1994). Em nossos resultados 
pudemos encontrar os neuropeptídeos SLSAASAPLVETSTPLRL (Representação 
alfabética H; figs. 1 a 4) e SPQLEDEAKELQ (Representação alfabética G,  figs 1 a 4)  
nas quatro regiões estudadas (Hipotálamo, Hipocampo, Córtex e Estriado). Hatcher et al, 
(2008) mostraram que o neuropeptídeo SLSAASAPLVETSTPLRL possui um papel na 
regulação do ritmo circadiano. Este fragmento tem como proteína precursora o  
ProSAAS. O ProSAAS é uma proteína neuroendócrina (Fricker et al, 2000).  Os  
peptídeos derivados do ProSAAS estão envolvidos em diversos processos 
fisiologicamente importantes, como regulação do peso corporal ou outros 
comportamentos (Morgan et al , 2010). 
 
O neuropeptídeo SPQLEDEAKELQ tem como proteína precursora a 
proencefalina-A. Essa proteína tem um papel em inúmeras funções fisiológicas, incluindo 
a resposta ao stress (Konig et al, 1996), a percepção da dor (Konig et al, 1996; Doehner  
et al, 2012) e a estimulação imunológica (Doehner et al, 2012). As consequências da 
privação do sono já são bem descritas, como comprometimento imunológico, 
sensibilidade dolorosa (Tufik et al, 2009; Spiegel  et al, 2005). 
 
Como o peptídeo SPQLEDEAKELQ possui um papel na estimulação imunológica, 
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por exemplo, a sua presença nas amostras analisadas pode mostrar uma relação com a 
privação do sono, pois como descrito anteriormente a privação de sono pode ocasionar 
um comprometimento imunológico 
 
 
6. CONCLUSÃO 
 
 
 
Embora um dos nossos objetivos iniciais, a detecção e mensuração da 
hemopressina em tecidos do SNC de camundongos, não tenha sido atingido, definimos 
com sucesso um protocolo para detecção de peptídeos nesse material. Conseguimos 
detectar alguns peptídeos intracelulares novos e outros já conhecidos, que serviram como 
controles positivos do método. Entre os novos peptídeos intracelulares, 
MAKVALIVILLFVL nunca havia sido identificado em estudos  peptidômicos  
anteriores. Essa informação abre um novo campo para investigar a real função biológica 
deste peptídeo no sono e em outras funções fisiológicas, assim como investigar a 
correlação na geração desses peptídeos com a privação e restrição de sono. 
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Material suplementar 
 
As amostras foram analisadas pelo software Mascot, os espectros referentes aos peptídeos 
achados estão dispostos abaixo, porém devido uma falha do sistema do software só foi 
possível conseguir uma parte dos espectros do mascot. 
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